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ВЛИЯНИЕ НЕОРГАНИЧЕСКОГО ОРТОФОСФАТА НА 
ВЫЗВАННЫЕ MnCl2 ИЗМЕНЕНИЯ РАСЩЕПЛЕНИЯ  
БЕЛКОВ–СУБСТРАТОВ СУПЕРНАТАНТАМИ  
ГОМОГЕНАТОВ КЛЕТОК ХЛОРЕЛЛЫ ПРИ РАЗЛИЧНОМ  
ЗНАЧЕНИИ рН IN VITRO 
 
Зеленые микроводоросли рода Chlorella в последние десятилетия ши-
роко используются в промышленной биотехнологии, сельском хозяйстве, 
медицине, парфюмерии, пищевой промышленности, а также для очистки 
сточных вод и повышения плодородия почв [8]. Интенсификация техноло-
гии культивирования хлореллы требует углубленного изучения механизмов 
регуляции метаболизма и жизнедеятельности ее клетки, а также введения 
в питательную среду эффекторов, стимулирующих процессы метаболизма. 
Среди механизмов регуляции метаболических и физиологических 
процессов важное место занимает система протеолиза, но в литературе 
практически нет данных об особенностях системы протеолиза хлореллы. 
Марганец – истинный микроэлемент. Без него невозможен фотосин-
тез у растений и цианобактерий – при его отсутствии хлорофилл быстро 
разрушается на свету [2]. В экстенсивной культуре при высоком его со-
держании длительно сохраняется жизнеспособность микроводорослей [4]. 
Однако данные литературы о влиянии солей марганца на протеолитиче-
ские процессы фрагментарны [5; 7].  
Среди особенностей регуляции протеолитических реакций ранее был 
описан «фосфатный эффект» – существенное повышение активности ряда 
протеолитических энзимов и рост протеолитической активности клеток 
и тканей в присутствии неорганического ортофосфата [1]. 
Ранее нами установлено, что расщепление фибриногена и казеина 
«нейтральными» протеиназами супернатантов гомогенатов клеток Chlorella 
vulgaris заметно изменяется в присутствии анионов неорганического орто-
фосфата в концентрации 0,001–0,060 М. Эффект зависел от используемого 
белка-субстрата и был значительно более выражен в случае казеина. Кон-
центрационная зависимость носила сложный характер, но, в целом, расщеп-
ление обоих белков под действием MnCl2 усиливалось на 31–52 % [5]. 
Однако влияние MnCl2 на проявление фосфатного эффекта не изуче-
но. Оставалось неясно проявляется ли активность протеиназ в клетках 
хлореллы только при величине рН близкой к 7,0. 
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Целью работы явилось выяснение характера влияния ионов Mn2+ 
на протеолитическую активность супернатантов гомогенатов клеток хло-
реллы в присутствии анионов неорганического ортофосфата при различ-
ной величине рН реакционной смеси. 
В работе использовали казеин по Гаммерстену (Россия), желатин 
фирмы «Fluka» (Германия), гемоглобин быка и фибриноген человека фир-
мы «Sigma» (США), бактоагар фирмы «Melford» (США) и другие реактивы 
производства стран СНГ марки «хч». 
Ch. vulgaris, штамм IBCE C–19 (из коллекции Института биофизики 
и клеточной инженерии НАН Беларуси) выращивали на среде Тамийя [6], 
в стеклянных сосудах объемом 1 л, при 25 ± 1 °С, непрерывном барботаже 
суспензии воздухом 25,0 л/ч, освещенности 5000 Лк, фотопериоде 
(свет/темнота) – 12ч/12ч. Посевная доза – 2,87  0,03 млн/мл клеток. 
В фазу логарифмического роста на 7-е сутки культивирования отби-
рали аликвоты культуры по 120  6,19 млн клеток (камера Горяева), три-
жды отмывали их от культуральной среды дистиллированной водой, цен-
трифугируя в течение 20 мин при 3000 об/мин. Клетки Ch. vulgaris разру-
шали в гомогенизаторе при 4 °С в 0,5 мл бидистиллированной воды, гомо-
генат центрифугировали в течение 10 мин, при 8000 об/мин и 4 °С. К алик-
вотам образцов добавляли MnCl2 в конечной концентрации 10
–8–10–2 М, 
а в контрольный вариант – бидистиллированную воду. 
Протеолитическую активность полученных супернатантов клеток 
Ch. vulgaris определяли по лизису белков в тонком слое агарового геля как 
подробно описано ранее [6]. В качестве растворителя при приготовлении 
белок–агаровых пластин использовали: 0,05 М Tris–HCl буфер рН 7,4 или 
9,0, а также указанный буфер с добавлением 0,05 М КН2РО4 и Nа2НРО4.  
Эксперименты проведены шестикратно. Результаты обработаны ста-
тистически с вычислением t–критерия Стьюдента (Statistica–6).  
Результаты исследований свидетельствуют о способности суперна-
тантов гомогенатов клеток хлореллы расщеплять белки субстраты 
при рН 7,4 и 9,0 (таблица 1). В обоих вариантах наиболее интенсивно рас-
щеплялся желатин, хуже всего – гемоглобин. При рН 7,4 он практически 
не гидролизовался, тогда как при рН 9,0 его лизис был явным. Влияние 
МnCl2 характеризовалось сложной концентрационной зависимостью. 
При этом усиление расщепления желатина и казеина при рН 7,4 в присут-
ствии данного эффектора не превысило 19 %, и лишь лизис фибриногена 
возрос в 1,6–1,8 раза. При рН 9,0 выявлено усиление лизиса гемоглобина 
в диапазоне концентраций 10–2–10–6 М МnCl2 с максимумом эффекта 
при 10–2 М – в 2,1 раза, тогда как лизис желатина возрос только на 13 % 
при максимальной концентрации соли, а при более низких концентрациях 
угнетался на 18–27 %. 
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Таблица 1 – Расщепление белков субстратов cупернатантами гомогенатов 




Площадь расщепления белков, мм2 






























73,29 ± 2,13 
 82,32 ± 2,05* 
75,04 ± 3,91 
76,09 ± 1,60 
 80,89 ± 2,37* 
 78,61 ± 0,64* 
 79,62 ± 1,05* 
71,04 ± 2,73 
58,52 ± 1,66 
62,61 ± 4,13 
 66,15 ± 1,98* 
 67,24 ± 2,35* 
 64,72 ± 1,55* 
 68,83 ± 2,06* 
 69,51 ± 2,65* 
 66,99 ± 2,90* 
42,02 ± 1,53 
 56,24 ± 2,50* 
 56,94 ± 2,15* 
42,96 ± 1,53 
 74,87 ± 1,05* 
42,78 ± 0,88 
 67,77 ± 1,44* 
























 59,49 ± 1,85 
122,25 ± 2,88* 
97,77 ± 0,91* 
70,07 ± 1,07* 
62,12 ± 1,13 
62,08 ± 1,62 
54,78 ± 1,02 
 51,96 ± 0,86* 
85,86 ± 2,52 
 97,15 ± 1,98* 
 87,73 ± 4,18 
79,12 ± 2,13 
 72,23 ± 2,35* 
 70,86 ± 2,18* 
 70,75 ± 1,95* 
 62,61 ± 2,56* 
82,50 ± 3,28 
 67,95 ± 2,58* 
78,45 ± 2,35 
 69,30 ± 2,97* 
74,90 ± 2,14 
 57,73 ± 1,43* 
75,72 ± 2,67 
 57,31 ± 2,78* 
75,10 ± 2,21 
81,87 ± 2,60 
74,92 ± 1,86 
 66,53 ± 2,12* 
 68,05 ± 1,99* 
 65,93 ± 1,91* 
74,24 ± 1,29 
 67,49 ± 1,86* 
Примечание: * – здесь и далее изменения статистически достоверны при Р≤ 0,05. 
 
Близкую картину выявили на остальных белках: в присутствии эф-
фектора протеолиз, как правило, подавлялся (сильнее – казеина) на 9–31 %. 
При добавлении в реакционную систему неорганического ортофос-
фата при рН 7,4 четко проявилось расщепление гемоглобина, а лизис фиб-
риногена усилился вдвое (таблица 2). Такой эффект на лизис желатин и ка-
зеин не отмечен. Как мы отмечали ранее, проявление фосфатного эффекта 
зависит от белка субстрата [9]. На фоне ортофосфата добавление МnCl2, 
в целом, вело к росту лизиса гемоглобина при концентрации соли             
10
–5–10–8 М на 29–45 % с максимумом при 10–8 М эффектора. Желатиноли-
тическая активность возросла на 12–60 %, а лизис казеина – на 11–54 % 
в обоих случаях с максимумом при 10–7 М МnCl2. Однако лизис фибрино-
гена, как правило, слабо угнетался с максимумом 16 и 19 % при концен-
трации соли 10–3 и 10–2 М соответственно. 
При рН 9,0 в присутствии неорганического ортофосфата расщепле-
ние гемоглобина, желатина и казеина (но не фибриногена) возрастало 
на 45, 45 и 24 % соответственно (таблица 2).  
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Таблица 2 – Влияние ортофосфата на расщепление белков-субстратов 
cупернатантами гомогенатов клеток хлореллы в присутствии ионов      
Mn
2+ 




Площадь расщепления белков, мм2 






















40,74 ± 1,20 
39,57 ± 1,03 
42,62 ± 0,76 
49,03 ± 1,01* 
52,61 ± 1,65* 
54,43 ± 0,98* 
55,28 ± 1,74* 
59,12 ± 1,74* 
74,13 ± 3,26 
82,93 ± 3,83 
83,31 ± 3,12 
88,35 ± 3,67* 
102,59 ± 1,94* 
90,51 ± 2,12* 
118,63 ± 5,01* 
102,44 ± 4,11* 
51,38 ± 0,64 
57,96 ± 0,95* 
57,11 ± 1,54* 
58,05 ± 1,08* 
54,00 ± 1,32 
68,58 ± 2,88* 
79,40 ± 2,27* 
74,02 ± 2,68* 
83,41 ± 2,99 
67,50 ± 2,23* 
70,03 ± 2,67* 
90,38 ± 4,14 
79,88 ± 1,69 
85,41 ± 3,95 
78,70 ± 2,55 
























58,87 ± 1,73 
56,87 ± 2,66 
57,13 ± 2,42 
54,92 ± 1,02 
55,88 ± 2,11 
61,85 ± 2,09 
61,64 ± 0,95 
64,24 ± 2,46 
107,55 ± 3,01 
78,92 ± 3,34* 
96,56 ± 2,99* 
116,93 ± 2,42* 
117,54 ± 2,48* 
132,12 ± 3,16* 
121,10 ± 2,68* 
109,86 ± 1,62 
63,65 ± 1,00 
39,64 ± 1,26* 
54,71 ± 1,78* 
58,84 ± 1,33* 
70,62 ± 1,36* 
64,93 ± 1,39 
70,02 ± 2,09* 
76,31 ± 1,74* 
80,77 ± 3,19 
76,24 ± 1,66 
67,73 ± 1,33* 
77,91 ± 3,05 
89,01 ± 1,39* 
78,02 ± 1,97 
76,05 ± 3,59 
74,81 ± 2,60 
 
При этом во всем диапазоне концентраций МnCl2 гемоглобинолити-
ческая активность супернатантов гомогенатов хлореллы практически 
не менялась: колебания не превысили 9 %. Расщепление желатина подав-
лялось на 27 и возросло на 23 % при добавлении соли марганца в концен-
трации 10–2 и 10–6 М соответственно.  
На лизис казеина добавление в данных условиях эффектора, в целом, 
влияло слабо – колебания активности не превысили 14 %, и лишь при кон-
центрации 10–2 М выявлено подавление процесса на 38 %, а при минималь-
ной концентрации – рост на 20 %. Еще меньшие сдвиги выявлены в рас-
щеплении фибриногена: они не превысили 10 %, и лишь при концентрации 
МnCl2 10
–3 М падение активности достигало16 %. 
Итак, полученные материалы свидетельствуют о проявлении «фос-
фатного эффекта» и при расщеплении белков протеиназами супернатантов 
гомогенатов хлореллы не только при рН 7,4, но и в щелочной среде. В этих 
двух вариантах среды с различной величиной рН выраженность указанно-
го феномена неодинакова и по величине сдвига и по манифестации на ис-
пользуемых белках, что согласуется с ранее выдвинутым нами предполо-
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жением [8] о наличии в клетке хлореллы нескольких протеиназ. При рН 7,4 
совместное действие хлорида марганца и ортофосфата вело к возрастанию 
протеолитической активности. В щелочной среде – при рН 9,0 картина 
сдвигов расщепления белков более сложна, и в ряде случаев такое сочета-
ние двух эффекторов ведет к частичному подавлению протеолиза.  
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